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 1.- PREPARACIÓN DE LA MUESTRA.-  
 
 Realizar la electroforesis SDS-PAGE según se describe en apartados anteriores.   
 
 Teñir los geles con una solución 0.2% Coomassie Blue en metanol/agua al 50% 
(v/v) conteniendo ácido acético al 10% durante 30 minutos. 
 
 Desteñir con una solución de metanol/agua al 50% (v/v) conteniendo ácido 
acético al 10% durante una o dos horas. Al cabo de este tiempo comenzarán a verse las 
bandas. Cuando el fondo del gel quede bien desteñido, lavar con agua y almacenar el gel 
en agua en la nevera. 
 
 Alternativamente, se puede teñir con Coomassie Coloidal: bañar el gel en el 
minimo volumen necesario del reactivo comercial (ya preparado: GelCode Blue Stain 
Reagent, Pierce), e incubar durante 1 hora. Al cabo de este tiempo, se puede lavar el gel 
brevemente con varios cambios de agua y ya pueden observarse las bandas. Para obtener 
la máxima sensibilidad se recomienda dejar el gel lavando con agua durante toda la noche 
en la nevera. 
 
 
 
 2.- DIGESTIÓN “EN GEL” DE BANDAS DE PROTEÍNAS. 
  
 Lavar el gel con agua dos veces durante 10min. 
  
Cortar las bandas lo más pequeñas posibles (aunque no se coja toda la proteína), 
en trozos rectangulares de una sola pieza por banda, pasar a un eppendorf cada banda, y 
cubrirlas con acetonitrilo puro. Incubar durante unos minutos hasta que el gel se quede 
blanco (este proceso deshidrata y encoje el gel). 
 
Después de que el gel quede blanco, retirar el acetonitrilo y rehidratar el trozo de 
gel cubriendo con NH4HCO3 25mM durante 5min.  
 
Añadir un volumen aproximadamente igual acetonitrilo/agua al 50% e incubar 
durante 15min. Quitar el sobrenadante y secar las bandas completamente en el speed-vac 
(una media hora). 
 
 Poner los eppendorfs en hielo, así como el tampón de digestión (tripsina a una 
concentracion de12.5ng/ul en 25mM de NH4HCO3, pH 8.9). Una vez enfriados, añadir el 
tampón de digestión en exceso, e incubar en hielo 45min para que se produzca una 
hidratación sin que llegue a actuar todavía la proteasa. En estas condiciones, el gel 
absorberá la cantidad necesaria de tampón para rehidratarse. 
  
 
 Eliminar el sobrenadante y añadir tampón de digestión sin tripsina justo hasta 
cubrir las bandas. Incubar a 37ºC o/n en estufa.  
 
Agitar ligeramente el eppendorf y dar un pulso en la micrófuga. Antes de realizar 
la extraccion de los péptidos separar 0.5 ul del medio sobrenadante (digerido crudo) y 
depositarlos en un pocillo del portamuestras para hacer un mapa de péptidos por MALDI-
TOF (no utilizar los pocillos 5 ni 15).  
Hacer 3 extracciones añadiendo una cantidad de 50% acetonitrilo/0.5% TFA justo 
para cubrir la banda (unos 10 ul) y sonicando 10min cada vez. Ir juntando los extractos. 
 
Realizar después otras 3 extracciones con acetonitrilo puro durante 10min, sin 
sonicar. 
Juntar todos los sobrenadantes y concentrar en el Speed-Vac.  
 
 
 
 3.- IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS A PARTIR DE LOS MAPAS DE PÉPTIDOS 
OBTENIDOS MEDIANTE MALDI-TOF (PEPTIDE-MASS FINGERPRINTING) (demostración 
realizada por los monitores) 
 
 Preparar una disolución saturada de matriz pesando alrededor de 4 mg de HCCA 
(ácido alfa-ciano-4-hidroxicinámico) en un eppendorf y añadiendo 200 ul de 
acetonitrilo/agua al 33% (v/v) conteniendo TFA al 0.1%. Agitar durante un par de 
minutos, dar un pulso en la micrófuga y separar el sobrenadante. Guardarlo envuelto en 
papel de plata. La matriz así preparada puede usarse durante un par de días. 
 
 Añadir 0.5 ul del estándar de péptidos (entre 250 y 500 fmoles de péptido) en los 
pocillos 5 y 15. Las muestras de digerido crudo se habrán repartido en el resto de los 
pocillos. 
 
 Una vez secas todas las muestras, añadir 0.5 ul de matriz saturada a cada uno de 
los pocillos. Esperar a que la matriz se seque. 
 
 Introducir los portamuestras en el MALDI-TOF. Disparar las muestras de 
estándares de péptidos a mano ajustando manualmente la energía del láser y 
seleccionando la mejor zona de la muestra. Guardar en memoria los ficheros de 
calibración. 
 
 Calibrar el aparato utilizando los pesos moleculares promedio teóricos de los 
péptidos estándares. La calibración del pocillo 5 se usa para las muestras 1 a 10 y la del 
pocillo 15 para las muestras 11 a 20. 
 
 Disparar a mano, una a una todas las muestras, escogiendo la mejor energía y la 
mejor posición de disparo. 
  
 
 Comparando las muestras entre sí y utilizando la tabla de queratinas, péptidos de 
tripsina y pesos moleculares de los picos de la matriz, eliminar los picos que no 
correspondan a la banda digerida. Construir una lista de pesos moleculares de péptidos de 
la proteína. 
 
 Utilizando alguno de los buscadores accesibles a través de Internet, intentar 
identificar la proteína a partir del mapa de péptidos. Se aconseja usar los siguientes 
parámetros de búsqueda: precisión de partida de 0.1%, digestión con tripsina, metioninas 
oxidadas/no oxidadas, cisteína modificada por acrilamida o no, todas las especies, no 
acotar el peso molecular inicialmente.  
 
 La diferencia entre la puntuación relativa entre proteínas, la especie, el peso 
molecular y el número de péptidos identificados se utilizan como criterios de 
identificación de las proteínas. 
 
 
 
 
 4.- SECUENCIACIÓN DE PÉPTIDOS MEDIANTE FRAGMENTACIÓN UTILIZANDO 
ACOPLAMIENTO LC (CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA) A ESPECTROMETRÍA DE MASAS TIPO 
ELECTROSPRAY-TRAMPA IÓNICA (demostración realizada por los monitores) 
 
 Se utilizará un espectrómetro de masas de última generación (cuadrupolo de 
trampa iónica), cuyas principales características son las de poder realizar espectros de 
masas en un rango pequeño a muy alta resolución (modo Zoomscan) y fragmentación 
sucesiva de especies iónicas determinadas presentes en mezclas complejas (modo MSn
 
). 
La sonda electrospray consiste en un capilar de sílice localizado a la salida de la columna 
de fase reversa que se usa para la separación de los péptidos del digerido tríptico 
(microLC), que permite un análisis automático de prácticamente todos los péptidos con 
cantidades iniciales muy pequeñas de muestra (subpicomolar) a flujos de 5ul/min. 
 El procedimiento a seguir es el siguiente: 
 
 Resuspender el extracto total seco en 10 ul de 5% Acido Acético. Sonicar. 
 
 Pinchar el extracto en la columna de HPLC acoplada al masas (previamente 
equilibrada en acético) empleando un gradiente de acetonitrilo de 20 minutos para la 
elución secuencial de péptidos al masas. El espectrómetro se programa de forma 
automática para que no aisle ni fragmente masas correspondientes a contaminantes, 
queratinas, tripsinas, etc...y se fija un umbral mínimo de señal para el aislamiento y 
fragmentación de los péptidos eligiendo las especies con carga +2 que son las más 
abundantes en la ionización mediante electrospray de péptidos trípticos. Utilizando la 
opción de “exclusión dinámica” evitamos que en un momento determinado donde 
coeluyan más de una especie peptídica el masas se centre en fragmentar solo la 
mayoritaria, fragmentando así el resto de los péptidos. 
  
 El resultado del análisis se someterá a un proceso de búsqueda mediante el 
programa “turbosequest”, de forma manual se pueden elegir los mejores espectros de 
fragmentación (ms/ms) de todo el análisis para una digestión dada ó dejar que el 
programa los elija de forma automática para realizar un exhaustivo contraste con las 
series de fragemtación teóricas de todos los péptidos trípticos con la misma masa de todas 
las proteínas presentes en la base de datos que elijamos para trabajar. El resultado se 
estudia para confirmar o descartar si las asignaciones son o no buenas, si hemos digerido 
una única proteína tendremos varios match para esa proteína dada y tantos match 
diferentes como proteínas tengamos en la banda de partida. 
 En el caso de que ninguna fragmentación se identifique con proteínas descritas, 
podremos pensar que estamos ante una proteína no secuenciada en cuyo caso se 
intentarían obtener secuencias “de novo”, tanto de forma manual como empleando un 
programa comercial llamado “DeNovo-X” desarrollado por nuestro laboratorio. 
 
 
 
 
 
ANEXOS: 
 
Determinación de la carga y peso molecular monoisotópico de un ión a partir del espectro 
Zoomscan
 
: Identificar las series de picos que corresponden a la envoltura isotópica del 
ión seleccionado. Identificar el primer pico de la serie (el de menor masa), y tomar nota 
de su masa (m). Calcular la diferencia de masa existente entre los picos de la serie: la 
inversa de este número es la carga del ión (z) (0.5 corresponde a carga +2, 0.3 
corresponde a carga +3, etc.). Calcular el peso molecular monoisotópico exacto del 
péptido utilizando la fórmula: M = mz - z.  
Reglas fundamentales para la interpretación de espectros de fragmentación
1.- Los iones se deshidratan (pierden 18 Da) o desaminan (pierden 17 Da) con mucha 
facilidad.  
:  
2.- La pérdida de 28 Da corresponde a una pérdida neutra de CO e identifica al ión como 
perteneciente a la serie b.  
3.- La masa de los iones de la serie y” corresponde a ΣMRi + 19, siendo MRi
4.- La masa de los iones de la serie b corresponde a ΣMR
 la masa 
incremental del aminoácido i.  
i
5.- El peso molecular de un péptido corresponde a ΣMR
 + 1.  
i
 
 + 18.  
  
 
Tabla de masas incrementales monoisotópicas de los aminoácidos
 
.-  
 Gly  G 57.02 
 Ala  A 71.04 
 Ser  S 87.03 
 Pro  P 97.05 
 Val  V 99.07 
 Thr  T 101.05 
 Cys  C 103.00 
 Ile/Leu  I/L 113.08 
 Asn  N 114.04 
 Asp  D 115.03 
 Gln  Q 128.06 
 Lys  K 128.09 
 Glu  E 129.04 
 Met  M 131.04 
 His  H 137.06 
 Phe  F 147.07 
 Arg  R 156.10 
 Tyr  Y 163.06 
 Trp  W 186.08 
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1. PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 
Repetir el crecimiento de la cepa transformada con los distintos 
plásmidos derivados de pT7-7 tal como se ha indicado en el 
apartado anterior. 
Tomar una muestra de 0,5 ml a tiempo 0 y procesarla como se ha 
indicado anteriormente. 
Tomar otra muestra al tiempo óptimo determinado en el 
experimento anterior, y procesarla de igual manera. 
Correr un gel de SDS al 7,5% de poliacrilamida de 10 pocillos: 4 
pocillos con standares de proteínas 1, 2, 4 y 8 υg 
respectivamente; 1 pocillo con extracto sin inducir y 4 
pocillos con la muestra inducida, durante toda la noche. 
Teñir con una solución 0,2% Coomassie blue/ 20% metanol/ 0.5% 
ácido acético durante 30 minutos.  
Desteñir con una solución 30% metanol hasta que se vean las 
bandas de proteínas. 
2. DIGESTIÓN ENZIMÁTICA "EN GEL". 
Estimar la cantidad de proteína sobreexpresada en cada una de las 
bandas  en comparación con los estándares de proteínas. 
Recortar con un bisturí el trozo de gel correspondiente a la proteína 
sobreexpresada en cada pocillo, así como un estándar de 
proteína como control positivo y un fragmento de gel 
equivalente al de proteína como control de tripsina; colocar 
cada banda en un tubo eppendorf. 
Lavar 2 veces con 150 microlitros de una solución 50% acetonitrilo 
en bicarbonato amónico 200 mM pH 8.9 a 30ºC con agitación 
durante 20 minutos. Desechar los lavados. 
Colocar cada banda sobre un cristal limpio y dejar "semisecar" a 
temperatura ambiente durante 10 minutos. 
Rehidratar parcialmente las bandas con 5 microlitros de bicarbonato 
amónico 200 mM pH 8.9/ Tween 20 0.02% (tampón de 
rehidratación). 
Añadir la proteasa, tripsina, en un volumen de 2 microlitros en 
bicarbonato amónico 200 mM pH 8.9, a una relación 1:4 
(peso:peso) enzima:proteína, de acuerdo a la cantidad de 
proteína estimada.  
Una vez absorbida la enzima se rehidrata el gel añadiendo alícuotas 
 
Identificación y secuenciación de proteínas                                                      P2 
de 5 microlitros de tampón de rehidratación hasta que 
alcanze su tamaño original, entonces, se colocan en el 
eppendorf y se sigue añadiendo tampón hasta cubrirlas. 
Incubar a 30ºC con agitación durante toda la noche. 
Parar la reacción añadiendo 1,5 microlitros de TFA. Recoger el 
sobrenadante de cada tubo y llevar a otro para colectar los 
extractos de péptidos. 
Realizar dos extracciones de péptidos añadiendo a cada tubo 100 
microlitros de 60% acetonitrilo/0.1% TFA durante 20 
minutos a 30ºC. Juntar todos los extractos a un tubo y 
concentrar en una centrífuga de vacío hasta un volumen de 
20 microlitros. Diluir 1/10 en tampón A de HPLC y congelar 
si no se va a usar inmediatamente. 
3. SEPARACIÓN DE FRAGMENTOS PEPTÍDICOS MEDIANTE HPLC 
Centrifugar la mezcla de péptidos obtenidos tras la digestión se 
centrifuga en una microfuga a 14000 rpm durante 5 minutos 
y recoger el sobrenadante. 
La mezcla de digestión se resolverá mediante "Cromatografía 
líquida de alta resolución" (HPLC) para lo que se emplearán 
los siguientes tampones: 
A: 0.05% TFA en H20 
B: 70% acetonitrilo / 0.05% TFA en H20. 
Tanto las características del HPLC como de la columna empleada 
(Pharmacia uRPC C2/C18 2.1x10 cm) son "micro-
preparativas" porque las cantidades de péptidos que vamos a 
manejar son del orden de picomoles. 
El gradiente para la elución de los péptidos es el siguiente: 
  Tiempo (min) 
  inicial 2 
%B  . 
  0 2 
  60 38 
  90 75 
  106 90 
  120 2 
Tras equilibrar la columna y el sistema en ambos tampones, se 
realizar blanco con el gradiente anteriormente descrito sin 
pinchar ninguna muestra. 
Pinchar la muestra y realizar el gradiente indicado en la tabla 
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comprobando que las fracciones son recogidas 
adecuadamente por el sistema automático de detección de 
picos. Congelar las fracciones a -20ºC. 
Pinchar el control de tripsina en las mismas condiciones que la 
muestra sin recoger fracciones. 
4. SECUENCIACIÓN N-TERMINAL DE PÉPTIDOS 
Analizar el cromatograma resultante y descartar los picos 
contaminantes o producto de autoproteolisis de tripsina 
mediante comparación con el blanco. 
Elegir una fracción de acuerdo a los siguientes criterios: 
a) Posición en el gradiente. Los péptidos más polares eluyen a bajos 
porcentajes de acetonitrilo mientras que los más hidrofóbicos 
presentan mayor afinidad por la fase reversa y eluyen más 
retardados. Los primeros son mejores candidatos para su 
posterior secuenciación porque interaccionan más 
fuertemente con la matriz empleada. 
b) La altura del pico. Generalmente se corresponde con mayor 
número de picomoles de péptido. 
c) Simetría del pico y resolución del mismo. Reflejan, normalmente, 
la presencia de una única especie peptídica. 
La secuenciación N-terminal de la fracción elegida se realiza en un 
secuenciador automático modelo 473A (ABI) empleando 
ciclos modificados de acuerdo a las instrucciones del 
fabricante.  
La muestra se aplica sobre un filtro de fibra de vidrio tratado con 
TFA al que previamente se ha unido 1,5 mg de polibreno   
(resina a la que se pega el péptido), en volúmenes de 30 
microlitros que se evaporan mediante corriente de nitrógeno.  
Tras la secuenciación se analizan todos los cromatogramas 
asignando cada pico a un aminoácido en comparación con un 
gradiente igual de estándares de aminoácidos.  
La secuencia obtenida se compara directamente con las bases de 
datos de proteínas del paquete de programas de la 
Universidad de Wisconsim. Para la identificación de la 
proteína hay que tener en cuenta, la identidad en la 
secuencia, su peso molecular y la localización de los puntos 
de corte de la proteasa empleada. 
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5. ANÁLISIS Y SECUENCIACIÓN DE PÉPTIDOS MEDIANTE ESPECTROMETRÍA 
DE MASAS 
 
Se utilizará un espectrómetro de masas de última generación 
(cuadrupolo de trampa iónica), cuyas principales 
características son las de poder realizar espectros de masas 
en un rango pequeño a muy alta resolución (modo Zoomscan) 
y fragmentación sucesiva de especies iónicas determinadas 
presentes en mezclas complejas (modo MSn
 
). La sonda 
electrospray ha sido modificada en nuestro laboratorio para 
permitir realizar nanoelectrospray, que permite un análisis 
muy exhaustivo de cantidades muy pequeñas de muestra (1 
ul) durante tiempos muy largos (el flujo es de 20-40 nl/min).  
 El procedimiento a seguir es el siguiente: 
 
Escoger las fracciones de HPLC que se quieran analizar [al 
contrario que para la microsecuenciación automática, en 
este caso conviene escoger fracciones que sugieran la 
presencia de especies múltiples, con objeto de obtener más 
información de una misma muestra]. Secar totalmente las 
fracciones elegidas en la centrífuga de vacío.  
 
Resuspender la fracción que se vaya a analizar en 5 ul de medio 
MHF (metanol/agua 50:50 (v/v) con 0.1% de ácido fórmico). 
Agitar fuertemente.  
Coger lentamente 1 ul de la fracción utilizando una P10 con una 
punta tipo “gel loader” y a continuación coger un poco de aire 
ajustando el volumen de la pipeta a 3-4 ul. Introducir la 
punta en una de las sondas de vidrio de nanoelectrospray 
recubiertas de oro y verter el contenido de la punta lo más 
cerca posible del extremo recubierto de la sonda. Centrifugar 
con un pulso en la micrófuga para que el líquido se sitúe en 
el extremo de la sonda.  
Colocar la punta en el soporte porta sondas. Colocar el porta sondas 
en el soporte posicionador x-y-z y conectar a la toma externa 
de presurización a una presión alrededor de 1000 hPa (1 bar 
ó 15 psi). Acercar muy lentamente la punta de la sonda al 
capilar, sin centrar en el orificio, y romper la punta. En 
cuanto empiece a salir líquido, situar el extremo de la punta 
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cerca del orificio del capilar, y conectar el voltaje del 
espectrómetro de masas.  
Identificar el ión más abundante y determinar su carga y su peso 
molecular monoisotópico realizando un Zoomscan. Escoger 
un ión de carga +2 ó +1, si es posible. Fragmentar el ión 
seleccionado aumentando gradualmente la energía de 
colisión hasta que la intensidad del ión original disminuya a 
un 30% aproximadamente.  
Determinar manualmente la secuencia de aminoácidos del péptido a 
partir del espectro de fragmentación calculando 
sucesivamente las diferencias entre picos contiguos y no 
contiguos, o bien realizando una búsqueda automática con el 
programa Pepsearch.  
 
Determinación de la carga y peso molecular monoisotópico de un ión 
a partir del espectro Zoomscan
 
: Identificar las series de picos 
que corresponden a la envoltura isotópica del ión 
seleccionado. Identificar el primer pico de la serie (el de 
menor masa), y tomar nota de su masa (m). Calcular la 
diferencia de masa existente entre los picos de la serie: la 
inversa de este número es la carga del ión (z) (0.5 
corresponde a carga +2, 0.3 corresponde a carga +3, etc.). 
Calcular el peso molecular monoisotópico exacto del péptido 
utilizando la fórmula: M = mz - z.  
Reglas fundamentales para la interpretación de espectros de 
fragmentación
1.- Los iones se deshidratan (pierden 18 amu) o desaminan (pierden 
17 amu) con mucha facilidad.  
:  
2.- La pérdida de 28 amu corresponde a una pérdida neutra de CO e 
identifica al ión como perteneciente a la serie b.  
3.- La masa de los iones de la serie y” corresponde a ΣMRi + 19, 
siendo MRi
4.- La masa de los iones de la serie b corresponde a ΣMR
 la masa incremental del aminoácido i.  
i
5.- El peso molecular de un péptido corresponde a ΣMR
 + 1.  
i + 18.  
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Tabla de masas incrementales monoisotópicas de los aminoácidos
 
.-  
 Gly  G 57.02 
 Ala  A 71.04 
 Ser  S 87.03 
 Pro  P 97.05 
 Val  V 99.07 
 Thr  T 101.05 
 Cys  C 103.00 
 Ile/Leu I/L 113.08 
 Asn  N 114.04 
 Asp  D 115.03 
 Gln  Q 128.06 
 Lys  K 128.09 
 Glu  E 129.04 
 Met  M 131.04 
 His  H 137.06 
 Phe  F 147.07 
 Arg  R 156.10 
 Tyr  Y 163.06 
 Trp  W 186.08 
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